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Wraz ze zmianami $rodowiskowymi i szybkim tempem rozwoju cywilizacyjnego,
dynamicznie wzrasta czestotliwo$¢ wystepowania choréb nowotworowych, a w wielu
przypadkach stosowane leczenie nie jest zadawalajgce, co za tym idzie, nie obserwuje sie
wydtuzenia czasu przezycia pacjentéw. Obecnie, powszechne stosowanie chemioterapii z
uzyciem taksanow (docetaksel, paklitaksel) w leczeniu raka jajnika, piersi, czy
niedrobnokomérkowego raka ptuca jak i chemioterapii opartej na oksaliplatynie stosowanej w
leczeniu raka jelita grubego, raka trzustki czy zotgdka, wigze sie z wystepowaniem wielu
skutkéw ubocznych leczenia, wptywajacych niekorzystnie na jako$¢ zycia pacjentéw
onkologicznych. Dlatego tez, na catym $wiecie prowadzone sg intensywne badania, majgce
na celu znalezienie nowych lekéw chemoprewencyjnych i przeciwnowotworowych, ktére
mogtyby by¢ wykorzystane w monoterapii jak i w skojarzeniu z innymi metodami leczenia

onkologicznego.



Przeprowadzone badania na przestrzeni ostatnich kilkunastu lat wykazaty, ze godng
uwagi grupg zwigzkéw chemicznych sg pochodne triazyny, ktére obecnie testuje sie na
réznych modelach in vitro i in vivo oraz przeprowadzane sg badania kliniczne. Wzrost
zainteresowania tg grupg zwigzkéw wynika z udowodnionej w badaniach ich wszechstronnej
aktywnosci biologicznej, ktéra wigze sie z réznymi mechanizmami ich fazowego dziatania w
komorkach. Wykazano, ze cechujg sie one rézng toksycznoscig w stosunku do komoérek, jak i
selektywnoscig dziatania na okreslony typ nowotworu. Niedawne doniesienia potwierdzajg, ze
pochodne triazyny oddziatujg na kinazy zalezne od cyklin, hamujg anhydrazy weglanowe, czy
wpltywajg na aktywnos$¢ wielu szlakéw komoérkowych m.in. szlakéw: Wnt/B-kateniny,
Hedgehoga, mTOR, czy RAS-RAF-MAPK. Modulowanie ich ekspresji pod wptywem
modyfikowanych struktur triazyny wydaje sie wiec mie¢ istotne znaczenie w hamowaniu
rozwoju procesu nowotworowego. W oparciu o powyzsze dane sugeruje sie, ze pochodne

triazyny moga stac sie innowacyjnym celem terapeutycznym w chorobach nowotworowych.

W powyzszy obszar badan wpisuje sie przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska
mgr Karola Bukowskiego, w ktérej podjeto sie analizy wtasciwosci przeciwnowotworowych
nowych pochodnych pirazolo-triazyny: MM129, MM130 i MM131.

W pracy badawczej zaplanowano badania cytotoksycznosci nowych zwigzkoéw, ktére
przeprowadzono na komorkach linii nowotworowych cztowieka: raka szyjki macicy (HelLa),
raka okreznicy (HCT 116), raka prostaty (PC-3) oraz gruczolakoraka trzustki (BxPC-3).
Uwzgledniono takze model komérek prawidtowych: linie ludzkich fibroblastéw napletka (linia
Hs-27) oraz jednojgdrzastych komorek krwi obwodowej cztowieka (ang. Peripheral Blood
Mononuclear Cells, PBMCs). W pracy dokonano takze oceny stopnia genotoksycznosci
zwigzkow MM129, MM130 i MM131 oraz poziomu dziatania prooksydacyjnego i
proapoptotycznego badanych zwigzkéw. Dokonano analizy przebiegu cyklu komérkowego
oraz jego poszczegoélnych faz po ekspozycji komérek na badane zwigzki. W badaniach in silico
przeprowadzono ocene wigzania sie badanych zwigzkéw do kinaz zaleznych od cyklin (ang.

Cyclin-dependent kinases, CDKs) oraz stabilno$ci ww. kompleksow.

Ocena formalna

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Karola Bukowskiego jest wynikiem
wielodyscyplinarnych badan realizowanych we wspétpracy z Katedrg Chemii, Instytutu Nauk
Chemicznych, Uniwersytetu Przyrodniczo-Humanistycznego w Siedlcach, oraz przy
wspoétpracy Chitkara College of Pharmacy, Chitkara University, Rajpura, Punjab, Indie.

Na dysertacije mgr Karola Bukowskiego sktada sie cykl trzech prac spojnych
tematycznie, w sktad ktérych wchodzi jedna publikacja przegladowa oraz dwie prace naukowe

oryginalne, napisane w jezyku angielskim i opublikowane w recenzowanych pismach o



zasiggu migdzynarodowym. Wszystkie artykuty naukowe sg opracowaniami zbiorowymi, gdzie
Doktorant jest pierwszym autorem pracy, a jego udziat w powstaniu tych prac byt znaczacy
(60-70%), co $wiadczy o samodzielnosci badawczej Doktoranta. Sumaryczna warto$é
wspotczynnika oddziatywania (IF) publikacji wechodzacych w sktad rozprawy doktorskiej wynosi
17,058 (420 punktéw MEIN).

Przedtozona do oceny dysertacja ma typowy uktad. Zasadnicze czeéci rozprawy to
spis publikacji wchodzgcych w sktad rozprawy doktorskiej (str. 6), wprowadzenie (str. 7), cel
pracy (str. 10), materiat i metody badawcze (str. 12), oméwienie prac wchodzgcych w sktad
rozprawy doktorskiej (str.15), wnioski (str. 28), literatura uzupetniajgca (str. 30), streszczenie
w jezyku polskim (str. 33) i angielskim (str. 32). oraz dorobek naukowy Doktoranta (str. 37).
Literatura uzupetniajgca liczy 30 pozycji anglojezycznych, aktualnych, prawidtowo tematycznie
dobranych dla przedstawionego w dysertacji problemu badawczego.

Rozprawa zawiera informacje o Zrddle finansowania, a takze o$wiadczenia o udziale w
powstawaniu publikacji Doktoranta oraz pozostatych wspoétautorow. W mojej ocenie rozprawa
spetnia pod wzgledem formalnym wymogi ustawowe.

W czesci wprowadzenie, Doktorant przedstawia aktualne, globalne dane
epidemiologiczne dotyczgce przypadkéw zachorowania na choroby nowotworowe i czestosci
zgonéw z powodu réznych typéw nowotworéw u kobiet i mezczyzn. Wskazuje na gtéwne
czynniki ryzyka zachorowania na choroby nowotworowe. Charakteryzuje grupy powszechnie
stosowanych lekow przeciwnowotworowych i mechanizm ich dziatania, ze szczegdlnym
uwzglednieniem grupy zwigzkéw monocyklicznych, pochodnych (1,2,4)-triazyny.
Charakteryzuje tematyke prezentowanej rozprawy doktorskiej. W dalszej czesci Doktorant
przedstawit cele pracy, gdzie celem gtéwnym byta analiza w warunkach in vitro profilu
aktywnosci przeciwnowotworowej zsyntetyzowanych de novo pochodnych pirazolo[4,3-
eltetrazolo[1,5-b][1,2,4]triazyny: MM129, MM130 i MM131 jak i wytypowanie zwigzku o
najwyzszej aktywnosci onkoterapeutycznej. Doktorant przedstawit hipoteze badawcza, gdzie
zatozyt, ze nowo zsyntetyzowane pochodne uktadu pirazolo-triazyny bedg 1. hamowaty
proliferacje badanych komérek linii nowotworowych cztowieka poprzez indukcje uszkodzen
DNA, zahamowanie replikacji i podziatéw komorkowych, 2. indukowaty $mieré komorek
nowotworowych na drodze apoptozy, oraz 3. generowatly stres oksydacyjny w komérkach
nowotworowych. W czeéci materiat i metody Doktorant scharakteryzowat linie komérkowe
zastosowane w eksperymencie z uwzglednieniem kontroli negatywnej dla tych linii oraz
metody stosowane w analizie cytotoksycznosci badanych zwigzkéw (test MTT), poziomu
uszkodzen DNA (test kometowy), genotoksycznosci (immunocytochemiczne wykrywanie
histonu y-H2AX), analizie poziomu reaktywnych form tlenu (metoda fluorescencyjna z sondg
dioctanu 2',7'- dichlorodihydrofluoresceiny (H.DCF-DA) oraz w analizie zmian apoptotycznych



(barwienie aneksyng V wyznakowang izotiocyjanianem fluoresceiny). Zastosowany w pracy
szeroki wachlarz metod badawczych z zakresu biologii komoérki, swiadczy o dobrym
przygotowaniu Doktoranta do pracy eksperymentalnej, gdzie metody hodowli komérkowe;j,
metoda cytometrii przeptywowej (ocena apoptozy i cyklu komoérkowego) jak i metoda
fluorescencyjnego obrazowania; zliczania ognisk histonu y-H2AX w obrazach
mikroskopowych (ocena dwuniciowych peknie¢ DNA), wymaga sporego doswiadczenia. W
czesci dotyczagcej omoéwienia prac wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej, otrzymane
wyniki badan Doktorant przedyskutowat w odniesieniu do danych literaturowych.

Ocena merytoryczna

Przedstawiona do oceny rozprawa skftada sie z opublikowanych i wczes$niej juz
recenzowanych naukowych artykutéw. Cykl publikacji wchodzacych w sktad niniejszej
rozprawy doktorskiej otwiera publikacja przeglgdowa pt. ,Multidrug resistance in Cancer
Chemotherapy”, (opublikowana w czasopi$mie International Journal of Molecular Sciences
2020, 21, 3233.). W artykule tym zostat opisany podstawowy podziat chemioterapeutykéw ze
wzgledu na ich mechanizm dziatania oraz oméwiono molekularne podtoze mechanizméw
zwigzanych z lekoopornoscig (ang. Multidrug Resistance MDR) komoérek nowotworowych.
Doktorant podjat sie charakterystyki szczeg6lnie waznego zagadnienienia z punktu widzenia
praktycznego, ze wzgledu na fakt, ze lekoopornos¢ rozwijajgca sie u pacjentéw
onkologicznych podczas chemioterapii stanowi powazny problem medyczny zwigzany z
niepowodzeniem terapii. Znajomo$¢ molekularnych mechanizméw lekoopornosci jak i
opracowania naukowego tego zagadnienia wspomogg rozwdj badan nad opracowaniem
nowych strategii terapeutycznych, w tym terapii celowanych molekularnie.

Kolejna publikacja sktadajgca sie na cykl rozprawy doktorskiej to praca oryginalna pt..
,Pyrazolo[4,3-e]tetrazolo[1,5-b][1,2,4]triazine Sulfonamides as Novel Potential Anticancer
Agents: Cytotoxic and Genotoxic Activities In Vitro.”(opublikowana w czasopismie Molecules
2022, 27, 3761).W publikacji tej zostaty przedstawione wyniki badan dotyczgce cyto- oraz
genotoksyczno$ci nowo zsyntetyzowanych zwigzkéw pochodnych triazyny ( MM129, MM130
i MM131) wobec ludzkich komérek linii nowotworowych (HeLa, HCT 116, PC-3 oraz BxPC-3),
gdzie Doktorant wykazat silne, zréznicowane - zaleznie od typu komérek - wiasciwosci
przeciwnowotworowych badanych zwigzkéw. Waznym wynikiem pracy byto udowodnienie, ze
komorki nowotworowe sg wrazliwe na badane zwigzki w bardzo niskim zakresie stezen oraz,
ze komorki prawidtowe wykazujg kilkukrotnie nizszg wrazliwos¢. Jest to istotny wynik z punktu
widzenia zagadnien farmakologii, biodostepnosci leku jak i jego toksycznosci. Dodatkowo,
bardzo waznym - z punktu widzenia praktyki klinicznej - wynikiem powyzszych badan byta
obserwacja, ze analizowane zwigzki wykazujg znacznie silniejszg cytotoksyczno$é w stosunku

do komoérek nowotworowych w poréwnaniu z obecnie stosowanymi onkoterapeutykami: jak 5-



fluorouracyl, cisplatyna oksaliplatyna, jak i irinotekan. Doktorant zaobserwowat takze réznice
w stopniu cyto- i genotoksycznos$ci badanych zwigzkéw; silniejszg toksycznosé dla MM130 i
MM131 w poréwnaniu z MM 129, co Autor potaczyt z réznicami w strukturze chemicznej. Wyniki
te zachecajg do dalszych badan nad pochodnymi pirazolo-triazyny w aspekcie ich
wykorzystania klinicznego w terapii onkologiczne;.

Cykl publikacji zamyka kolejna praca oryginalna pt. ,Pyrazolo[4,3-e]tetrazolo[1,5-
b][1,2,4]triazine Sulfonamides as Novel Potential Anticancer Agents: Apoptosis, Oxidative
Stress, and Cell Cycle Analysis” (opublikowana w International Journal of Molecular Sciences
2023, 24, 8504). W pracy tej Doktorant ocenit zdolno$¢ badanych zwigzkéw do indukgji
apoptozy, stresu oksydacyjnego oraz do inicjowania zaburzen w przebiegu cyklu
komorkowego. Doktorant wykazat, ze spoérod testowanych zwigzkéw najwyzszy potencjat
proapoptotyczny wykazat zwigzek MM129. W dalszej kolejno$ci Doktorant ocenit wtasciwosci
prooksydacyjne badanych pochodnych pirazolo-triazyny, gdzie udowodnit, ze wszystkie
badane zwigzki indukowaty, zalezny od stezenia, wzrost reaktywnych form tlenu (RFT) we
wszystkich badanych typach komérek nowotworowych. Potwierdzit tym samym wysoka
aktywnos¢ prooksydacyjng badanych zwigzkoéw. Istotnym z puntu widzenia praktycznego
wynikiem badan Doktoranta jest potwierdzenie, ze wsréd pochodnych pirazolo-triazyny-
zwigzek MM131 ma najsilniejsze dziatanie: geno-, cytotoksyczne jak i prooksydacyjne w
stosunku do komoérek nowotworowych. Kolejnym istotnym wynikiem badar Doktoranta byta
obserwacja, ze badane zwigzki (MM129, MM130 i MM131) majg zréznicowany wplyw na
przebieg cyklu komoérkowego i jego poszczegélne fazy, zaleznie od rodzaju linii komoérek
nowotworowych. Wyniki te stanowig przestanke do mozliwego ich zastosowania w leczeniu
systemowym, gdzie stosuje si¢ leki skutecznie dziatajgce w réznych fazach podziatu komorki.
Zwienczeniem badan Doktoranta byta przeprowadzona analiza in silico dokowania
molekularnego, ktéra udowodnita, ze pochodne pirazolo-triazyny majg wysoki potencjat

wigzania sig z kinazami zaleznymi od cyklin (CDKs), a w szczegdlnosci zwigzek MM129.

Podsumowujac, za najwazniejsze osiagniecia pracy badawczej Doktoranta, sktadajgce
sie na cykl przedstawionej mi do oceny rozprawy doktorskiej nalezy uznaé udowodnienie w

modelu in vitro:

1. Wysokiego potencjatu genotoksycznego, proooksydacyjnego i
proapoptotycznego pochodnych pirazolo-triazyny w stosunku do komorek linii
nowotworowych zastosowanych w do$wiadczeniach (zréznicowanego -
zaleznie od typu komorek nowotworowych), w odniesieniu do linii komoérek
prawidtowych,

2. Wystepowania zréznicowanych mechanizméw w jakich badane zwigzki

oddziatujg na komorki nowotworowe, takich jak: indukcja podwojnych peknieé



DNA (gdzie komorki linii nowotworowej HCT 116 byly najbardziej wrazliwe),
mechanizmy proapoptotyczne (w komérkach HelLa i HCT 116), zré6znicowany
wptyw na przebieg cyklu komérkowego i jego poszczegélne fazy czy
generowanie nadmiernej syntezy RFT, co ma zwigzek z aktywacjg apoptozy w
komérkach nowotworowych .

dodatkowo

3. Przeprowadzona przez Doktoranta analiza in silico dokowania molekularnego
wykazata zdolno$¢é badanych pochodnych pirazolo-triazyny do hamowania kinaz
zaleznych od cyklin (CDKs). Jest to bardzo istotny wynik, z uwagi na fakt, ze
zmiany ekspresji cyklin oraz kinaz zaleznych od cyklin maja udowodniong

kluczowa role w procesie nowotworzenia.

Z obowigzku Recenzenta pragne jednak zwréci¢ uwage, ze wniosek Doktoranta
dotyczacy silnego potencjalu onkoterapeutycznego badanych zwigzkéw w
stosunku do ukfadu badawczego in vitro jest troche zbyt daleko idgcy. Mégtby by¢
jednoznacznie odniesiony w stosunku do wynikéw badan in vivo w grupie pacjentéw
ze zdiagnozowanym okres$lonym typem nowotworu w oparciu o badania kliniczne. Jest
to zwigzane 2z faktem, ze okoto 90% badanych zwigzkéw kandydackich
syntetyzowanych de novo, nigdy nie zostaje zatwierdzonych jako lek, z uwagi na
negatywny rezultat préb klinicznych, pomimo udowodnionej skutecznosci i
bezpieczenstwa w modelach in vivo czy na modelach zwierzecych. Pragne takze
zaznaczy¢, ze zastosowanie wykazu skrétdw w przedstawionej rozprawie doktorskiej,

znacznie utatwitby czytanie pracy.

Prosze réwniez Doktoranta o ustosunkowanie sie do kilku kwestii:

1. W publikacjach w czesci metodycznej zaznaczono regularne sprawdzanie
hodowli komoérek pod katem zakazenia. Prosze o sprecyzowanie jakie dziatania
prewencyjne zostaly zastosowane w Pana pracy zeby unikng¢ zakazeniu
hodowli mykoplazmg oraz jaki zakres badan byt prowadzony w celu
sprawdzenia czy hodowla nie jest zakazona?

2. Prosze o doprecyzowanie czy w tescie MTT do oceny cytotoksycznosci
badanych zwigzkéw zastosowano suplementowanie FBS a je$li tak, to jaki
wplyw miataby suplementacja na zywotnosci i status proliferacyjny badanych
komoérek ?

3. Prosze o doprecyzowanie czym sugerowat sie¢ Pan przy wyborze czasu 72 h

inkubacji komérek w ocenie cytotoksycznosci badanych zwigzkow ?



4. Jak zinterpretowatby Pan réznice w otrzymanych wynikach zywotnos$ci komoérek
z testu 4.4. Cytotoxicity—MTT Assay (publikacja 2), w ktérym po zastosowaniu
inkubacji 72h np. ze zwigzkiem MM129 o stezeniu 0,36uM uzyskat Pan 50%
zywych komérek linii PC-3, oraz w analizie zmian apoptotycznych 2.1. Flow
Cytometry Assessment of Annexin V Binding (publikacja 3- wynik w
suplementach) dla tej samej linii komérkowej i inkubacji 72h z tym samym

zwigzkiem o takim samym stezeniu uzyskat Pan 23,5% zywych komorek." ?

Whiosek koncowy

Przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska, na ktérg sktada sie cykl trzech
publikacji oraz wprowadzajgca czes¢ opisowa jest syntetycznym i rzeczowym opracowaniem.
Doktorant bardzo merytorycznie przeprowadzit dyskusje swoich wynikéw w konfrontacji o dane
literaturowe. Realizacja zatozonych w pracy celéw wymagata od Doktoranta bardzo dobrego
przygotowania merytorycznego i praktycznego, na co wskazujg zastosowane metody
badawcze i jako$¢ otrzymanych wynikow. Kazda z prac wchodzacych w sktad cyklu, zostata
oceniona przez niezaleznych recenzentéw i opublikowana w wysoko punktowanych
czasopismach o wysokim wskazniku wptywu. Opublikowane przez Doktoranta prace
badawcze wnoszag wazny wkiad w rozwdj nauk biologicznych jak i niewatpliwie bedg podstawg

w tworzeniu nowych celéw terapeutycznych dla niektérych typéw nowotworéw u ludzi.

Stwierdzam, ze Doktorant catkowicie zrealizowat zatozone w pracy cele badawcze a
rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku. Prawo

o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (Dz. U. z 2018r. poz. 1668).

Z prawdziwa przyjemnoscia przedktadam Wysokiej Komisji Uniwersytetu £.6dzkiego ds.
Stopni Naukowych w Dyscyplinie Nauki Biologiczne wniosek o dopuszczenie mgr Karola
Bukowskiego do dalszych etapéw postepowania doktorskiego oraz publicznej obrony pracy
doktorskie;.

Ze wzgledu na wieloptaszyznowe i interdyscyplinarne badania, wysoka warto$¢
poznawcza jak i wyrézniajacy sie poziom merytoryczny przeprowadzonej dysertaciji,
oraz przyszite znaczenie praktyczne otrzymanych wynikéw badan, wnioskuje takze o

wyroéznienie rozprawy doktorskie;j.

Prof. dr hab. n. med. Ewa Brzezianska-Lasota
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